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Mesenchymal Stem Cell-Specific Chemokines for Articular Cartilage Repair
Min Sung Park1,2, Yun Hee Kim2, Jin Woo Lee1,2
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Yonsei University College of Medicine, Seoul, Korea
Objectives: Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs) are a good source for cartilage 
repair. Chondral defects do not heal spontaneously due to a lack of chondrocytes at the defect site 
and migration of surrounding chondrocytes to the injury site. The purpose of this study was to determine 
the expression of 19 chemokine receptors in human BMSCs stimulated by IL-1β and TNF-α as an in vitro 
cartilage-injury condition.
Materials & Methods: MSCs isolated from human bone marrow were expended for the experiments. 
Specifically, cells were grown either in the presence or absence of pro-inflammatory cytokines, such as 
IL-1β and TNF-α. RT-PCR was performed to evaluate the expression of 19 chemokine receptors. To 
evaluate changes in the expression of chemokine receptors, a reverse dot-blot assay was performed. 
Results: We observed increased expression of CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR6, 
and CXCR7 in untreated BMSCs, while inflammation-induced BMSCs exhibited enhanced expression of 
CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR5, CXCR6, and CXCR7. Collectively, the results showed CCR9/ 
CYA-25, CCR10/SCYA-28, CXCR1/IL-8, CXCR4/SDF-1, CXCR6/CXCL-16, and CXCR7/SDF-1 (receptor/ligand) 
were expressed in normal BMSCs and showed a gradual increase upon treatment with pro-inflammatory 
cytokines. 
Conclusions: We suggest that chemokines, including SCYA-25, SCYA-28, IL-8, CXCL-16 and SDF-1 can be 
useful in repairing damaged articular cartilage.
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관절 연골은 단백다당과 제2형 교원질로 주로 구 성된 무혈성 조직이며, 조직부피의 약 5%의 연골세
포를 포함하고 있다.1 관절 연골 손상, 결손 부위로
의 연골세포의 이동이 거의 일어나지 않으며 손상된 
관절 연골은 자발적인 치유가 일어나지 않는 단점이 
있다.2 손상된 관절 연골을 치료하기 위한 대표적인 
생물학적 방법으로 자가연골세포이식법과 골수천공
술등이 있다. 자가연골세포 이식법은 자가연골세포
를 배양하여 결손부위로 이식하는 방법으로써 비교
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적 좋은 결과를 보이나, 반복된 수술과 공여부의 제
한성이 단점이다. 골수천공술은 연골결손부의 연골
하골을 천공하여 골수와 함께 결손부위로 유입된 골
수유래 간엽 줄기세포(bone marrow-derived mesen-
chymal stem cell)를 이용하여 손상된 연골을 치료하
는 방법이다. 이 방법은 비교적 간단하고 경제적이
나 결과가 일정하지 못하며 유입되는 간엽 줄기세포
의 수가 충분치 못할 경우 조직재생이 원활하지 못
하다는 단점이 있다.3-7
  간엽 줄기세포는 뼈, 연골, 지방세포로 분화할 수 
있으며 연골세포에 비해 빠르게 증식하기 때문에 관
절 연골재생을 위해 중요한 세포원이며, 또한 기존 
관절 연골 치료법의 단점을 극복하기 위하여 간엽 
줄기세포를 주목하고 있다. 손상된 관절 연골이 간
엽 줄기세포에 의해 재생되기 위해서는 충분한 수의 
간엽 줄기세포가 연골결손부위로 유입되고, 모여든 
간엽 줄기세포가 관절 연골기질에 부착하여 증식 및 
연골세포로 분화하여 연골기질을 생성해야 한다. 자
연치유과정에서 간엽 줄기세포는 관절연골손상부위
로 이동하여 연골세포로의 분화과정을 거치게 된다. 
간엽 줄기세포의 연골분화를 위해서는 모여든 간엽 
줄기세포의 응집과 세포-세포 및 세포-연골기질간의 
상호작용이 필수적이다.8 간엽 줄기세포의 연골분화
에 있어서 세포주위 미세환경은 중요한 역할을 한
다. 간엽 줄기세포와 세포와 인접한 교원질의 상호
작용이 간엽 줄기세포의 연골분화를 촉진시킨다.9,10
  연골을 포함한 여러 가지 손상된 조직의 치료를 
위해서는 조직손상부 내로의 골수유래 간엽 줄기세
포의 충분한 유입이 매우 중요하다.11-13 혈액 또는 
골수 내 순환하던 간엽 줄기세포가 조직손상부로 모
여드는 현상을 homing이라고 하며, 간엽 줄기세포의 
homing은 여러 단계에 걸쳐 세포부착단백과 주화성
인자(chemokine)에 의해 이루어진다.14-17 주화성인자 
(chemokine)는 약 8～10 kDa의 작은 사이토카인이다. 
현재까지 약 50여 가지의 주화성인자가 알려졌으며, 
다양한 세포들의 주화성을 유도하는 기능을 한다.18-20 
주화성인자는 G-단백 수용체의 일종인 주화성인자 
수용체(chemokine receptor)에 부착하여 세포주화성
을 유도한다. 현재 약 19가지의 주화성인자 수용체
가 보고되었으며, 간엽 줄기세포에서도 주화성인자
를 이용한 피부 등의 조직재생이 보고된 바 있다.21-23
  따라서 본 연구에서는 사람의 골수유래 간엽 줄기
세포에서 발현하며 또한 연골손상 조건(in vitro 
injury)하에서도 발현이 증가하는 주화성인자 수용체
를 선별함으로써 간엽 줄기세포를 이용한 관절 연골
재생에 효과적인 주화성인자를 발굴하고자 하였다.
대상 및 방법
1. 세포배양
  사람의 골수유래 간엽 줄기세포는 자가장골 이식
술이 필요한 환자의 동의하에 IRB심의를 거쳐 후 장
골능(posterior iliac crest)에서 골수를 흡인하고 원심 
분리를 하여 골수 내 세포를 침전시켜 pellet을 만들
고, 상층액을 제거한 후 Dulbecco's modified eagle's 
medium-low glucose (DMEM-LG, GIBCO-BRL, Grand 
Island, NY, USA) 배양액에 우 태아혈청(FBS, fetal 
bovine serum, GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) 
10% (v/v), 100 units/ml penicillin G 및 0.1 mg/ml 
streptomycin이 첨가된 기본 배양액으로 세척한 후 
T-75 cm2 세포 배양 플라스크에 분주시켰으며, 4일
간 배양하였다. 이후, 플라스크 바닥에 부착되지 않
은 세포들은 제거하였고, 바닥에 부착된 간엽 줄기
세포는 3일 간격으로 배양액을 교환하여 플라스크
에 약 90% 정도 차게 되면 계대 배양을 시행하였다. 
분리된 골수 유래 간엽 줄기세포는 2 또는 3계대 배
양까지 세포를 증식시켰으며, 모든 실험은 2 또는 3 
계대의 세포를 사용하였다.
2. 체외 연골손상 조건 형성
  체외 연골손상 조건은 전염증성 사이토카인인 
IL-1β (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, U.S.A.) 
또는 TNF-α (R&D Systems Inc.)를 처리함으로써 조
성하였다. 간엽 줄기세포를 12시간 동안 우 태아혈
청이 포함되지 않은 DMEM-LG 배양액에서 배양한 
후, 10 ng/ml의 농도로 IL-1β 또는 TNF-α를 배양액
에 첨가하여 4, 24, 48시간 동안 세포를 배양한 후 
실험에 사용하였다.
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Gene Size (BPs) Sequence
CCR1 560 Sense 5’-AGGTTCTGACTCTTGGCACA
Antisense 5’-TCTCGTTAGGTCTCAACTCT
CCR2 580 Sense 5’-CCAAACTACCTTCCAGTTCC
Antisense 5’-AGCTTCTCCACCTTCCATTC
CCR3 699 Sense 5’-CCTAGTGAGAAGCTGGAAAG
Antisense 5’-CCTCTGCAATGTCAGATTGG
CCR4 501 Sense 5’-CTTGCACCAAAGAAGGCATC
Antisense 5’-GGAGTTGAGAGAGTACTTGG
CCR5 550 Sense 5’-TTCTATGAGGCAACCACAGG
Antisense 5’-TTCCCTCACCTTACCTGTAC
CCR6 540 Sense 5’-CTCCGATCCAGAACACTACC
Antisense 5’-CCACAGGTCCTTCAAGATCT
CCR7 548 Sense 5’-CAAGAGGCTCAAGACCATGA
Antisense 5’-ACCACAGCGATGATCACCTT
CCR8 560 Sense 5’-AGTTCAGCATGAAGGATGCC
Antisense 5’-TGAGGCATTGTGTTTGATGG
CCR9 580 Sense 5’-TGACATCTGCTTCCAGGTCA
Antisense 5’-CTGAAGCCACAGAAGTTCAC
CCR10 489 Sense 5’-TCTTCCTGGCCTGTATCAGC
Antisense 5’-AGTGCGACATCCTTGCGTTT
CXCR1 520 Sense 5’-GACCAACATCGCAGACACAT
Antisense 5’-GTGAGCTCACATAGCTTGAG
CXCR2 520 Sense 5’-GTTCCTCCCTTCTCTTCACA
Antisense 5’-CTGAGACAGAGTCTCACTGT
CXCR3 528 Sense 5’-CCAGACTTCATCTTCCTGTC
Antisense 5’-AGGTCTCAGACCAGGATGAA
CXCR4 517 Sense 5’-ACACAGTCAACCTCTACAGC
Antisense 5’-CTCGGTGATGGAAATCCACT
CXCR5 490 Sense 5’-GAAACGCATGCCTGGTTCAC
Antisense 5’-ACCTAGAACGTGGTGAGAGA
CXCR6 516 Sense 5’-TTCTTCTTGCCACTGCTCAC
Antisense 5’-AAACAAAGCCTGCCTCACCA
CXCR7 518 Sense 5’-AACTTCTCGGACATCAGCTG
Antisense 5’-GGTCTTCAGGTAGTAGGTGT
CX3CR 539 Sense 5’-GATCTGCTGTTTGTAGCCAC
Antisense 5’-CATAGAGCTTAAGCGTCTCC
XCR1 550 Sense 5’-GAGTCCCTCACCAACATCTT
Antisense 5’-ACAGGGTGAAGTTGTAGGGA
GAPDH 444 Sense 5’- ATCACTGCCACCCAGAAGAC
Antisense 5’- ATGAGTCCACCACCCTGTT
Table 1. The primers used in RT-PCR
3. 역전사-중합효소 연쇄반응기법(Reverse Tran-
scriptase-Polymerase Chain Reaction)
  정상 간엽 줄기세포에서 발현하는 주화성인자 수
용체를 선별하기 위해 RNeasy kit (Qiagen, Valencia, 
CA, U.S.A.)를 이용하여 간엽 줄기세포의 total RNA
를 추출하여, 역전사-중합효소 연쇄반응기법을 통해 
주화성인자 수용체의 유전자 발현을 분석하였다. 분
석한 주화성인자 수용체는 CCR1～10, CXCR1～7, 
CX3CR, XCR1로서 총 19개이다(Table 1). 증폭된 주
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Fig. 1. Gene expression of chemokine receptors in human BMSCs. This is the result of RT-PCR against human chemokine 
receptors using cDNA of human bMSCs. M: size marker, MSC1～5: MSCs obtain from donor 1~5.
화성인자 수용체의 DNA는 3100 Genetic Analyser 
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA)를 이
용한 DNA 염기서열분석법기법을 이용하여 서로 중
복된 서열이 없음을 확인하였다.
4. 역반점-탁본 부합법(Reverse Dot-Blot Hy-
bridization)
  IL-1β 또는 TNF-α에 의해 발현이 증가하는 주화
성인자 수용체를 선별하기 위해 역전사-중합효소 연
쇄반응기법을 이용하여 19개의 주화성인자 수용체
의 DNA를 합성하여 sample DNA로 사용하였고, 4, 
24, 48시간 동안 IL-1β 또는 TNF-α의 자극을 받은 
간엽 줄기세포의 cDNA를 Omniscript RT Kit (Qiagen)
를 이용하여 합성하여 probe cDNA로 사용하였다. 주
화성인자 수용체의 DNA를 nylon membrane에 dotting
한 후, 자외선(1200x100 μjules)을 조사하여 고정하
였고, 전염증성 사이토카인의 자극을 받은 간엽 줄
기세포의 cDNA를 Rediprime II random prime labeling 
system (GE Healthcare UK Limited. Amersham Place, 
Little Chalfont, Buckinghamshire, UK)과 γ32P-dCTP를 
이용하여 labeling하였다. Membrane에 고정된 주화성
인자 수용체의 DNA와 label된 간엽 줄기세포의 
cDNA는 42oC에서 15시간 동안 교잡하였다. Mem-
brane을 wash한 후, fluorescent image analyzer (FLA- 
7000, Fujifilm, Japan)로 signal을 detection하여 densito-
metry (TINA pixel analyzer version 2.10, Raytest 
Isotopenme gerate GmbH, Straubenhardt, Germany)를 
이용하여 정량화하였다. 정량화된 결과값은 paired 
t-tests로 통계학적 검증을 하였다(P-value<0.05). 
결    과
1. 간엽 줄기세포에서 발현하는 주화성인자 수용체
  역전사-중합효소 연쇄반응기법을 수행하기 위해 
제작한 사람의 주화성인자 수용체에 대한 primer 서
열은 다음과 같다(Table 1). Table 1의 primer에 의해 
증폭된 유전자의 염기서열은 DNA 염기서열분석법
을 통해 다른 주화성인자 수용체의 서열과 서로 중
복되지 않음을 확인하였다(data not shown). RT-PCR
을 통해 사람의 골수 유래 정상 간엽 줄기세포에서 
19개의 주화성인자 수용체의 발현을 분석하였다
(Fig. 1). 5명의 공여자(donor)로부터 얻은 간엽 줄기
세포에서 주화성인자 수용체의 발현을 분석한 결과, 
CXCR2, CXCR3은 사람의 골수유래 간엽 줄기세포
에서 발현을 하지 않았고, CCR1, CCR2, CCR3, 
CCR5, CCR8, CXCR5, CX3CR, XCR1 등의 주화성인
자 수용체들 1명 또는 2명의 간엽 줄기세포에서 발
현이 확인되었으며, CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, 
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 CONTROL                    IL-4H                IL-24H                IL-48H  
 TNF-4H              TNF-24H             TNF-48H
Fig. 2. Altered gene expression of chemokine receptors in human BMSCs stimulated by proinflammatory cytokines. CONTROL: 
normal BMSCs, IL-4H: BMSCs stimulated by IL-1β for 4 hours, IL-24H: BMSCs stimulated by IL-1β for 24 
hours, IL-48H: BMSCs stimulated by IL-1β for 48 hours, TNF-4H: BMSCs stimulated by TNF-α for 4 hours, 
TNF-24H: BMSCs stimulated by TNF-α for 24 hours, TNF-48H: BMSCs stimulated by TNF-α for 48 hours.
Number of donors (n) Chemokine receptors
3≤n≤5 CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR6, CXCR7
1≤n≤2 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CCR8, CXCR5, CX3CR, XCR1
n=0 CXCR2, CXCR3
Table 2. The list of chemokine receptors expressed in human BMSCs from five donors
CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR6, CXCR7이 3명 이
상의 간엽 줄기세포에서 공통적으로 발현하였다
(Table 2).
2. 관절 연골 손상 시 골수 유래 간엽 줄기세포에
서 발현이 증가하는 주화성인자 수용체
  관절연골이 손상되면 전염증성 사이토카인들(IL- 
1β 또는 TNF-α)이 분비되고 이에 자극받은 연골세
포 등에 의해 다양한 화학주성인자의 분비가 증가한
다.33 따라서 관절연골 손상모델에서 간엽 줄기세포
에서 발현하는 주화성인자 수용체 중에서 어떤 수용
체가 증가하는지 알아보기 위하여 역반점-탁본 부합
법을 이용하여 3명의 공여자로부터 얻은 간엽 줄기
세포에서 4, 24, 48시간째에 IL-1β 또는 TNF-α의 자
극에 의해 증가하는 주화성인자 수용체를 분석하였
다. 본 논문에서는 대표공여자 1인에 대한 결과만을 
보였으나 반복실험을 통해 세 공여자의 간엽 줄기세
포에서 주화성인자 수용체의 발현 양상이 모두 유사
함을 확인하였다(Fig. 2). 역반점-탁본 부합법의 결과
를 각 공여자의 간엽줄기세포에 대한 결과를 den-
sitometry를 이용하여 정량하여 2배 이상(fold change
≥2) 증가한 수용체를 자극시간에 따라 정리한 결
과, 각 공여자의 간엽줄기세포에서 5가지의 CCR 계
열과 5가지의 CXCR 계열의 수용체 그리고 CX3CR 
수용체가 증가했으며, 이들 중 CCR9, CXCR5, 
CXCR8 등이 4시간째에 증가했고 CCR1, CCR9, 
CCR10, CXCR1, CXCR5, CX3CR 등이 24시간째에 
증가했으며 48시간째에는, CCR5, CCR8, CCR9, 
CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR7, 
CX3CR 등이 증가했다(Fig. 2). 또한 각 공여자마다 
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Stimulation Chemokine receptors
None CCR4, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR6, CXCR7
IL-1β & TNF-α (Fold change≥2) CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR7
Table 3. Chemokine receptors expressed in unstimulated BMSCs or increased in stimulated BMSCs
유전자발현양상의 차이가 있으므로 이에 의한 오차
를 줄이기 위해 전염증성 사이토카인에 의해 2배 이
상 증가하는 주화성인자 수용체를 공여자에 따른 확
률로서 정리하면, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, 
CXCR5, CXCR6, CXCR7 등이 세 명의 공여자의 간
엽 줄기세포에서 공통으로 발현이 증가하였으며 이 
외의 수용체들은 발현 증가율이 통계적으로 유의하
지 않았다(Table 3). 
  위 두 결과들을 종합하면, CCR9, CCR10, CXCR1, 
CXCR4, CXCR6, CXCR7 등의 수용체들이 정상 간
엽 줄기세포에서 유의하게 발현하면서 전염증성 사
이토카인에 의해 그 발현이 세 공여자의 간엽 줄기
세포에서 유의하게 증가하였다(2배 이상).
고    찰
  관절 연골조직은 관절의 부드럽고 원활한 움직임
을 가능케 한다. 다양한 원인에 의해 관절 연골이 손
상되면 관절의 운동성이 떨어지고 통증을 유발하여 
정상적인 생활이 어려워지기 때문에 손상된 관절 연
골의 수복은 매우 중요하다. 현재까지 관절 연골의 
손상원인은 아직 규명되지 않았으며 그 치료법 또한 
완전하지 않다.24,25 손상된 관절연골 및 골-연골조직
을 치료하기 위해 자가연골세포이식법, 골수천공술 
등이 임상적으로 사용되고 있으며 지지체 등의 인공 
기질, 성장인자, 연골세포, 간엽 줄기세포 등을 이용
한 방법들이 시도되고 있다.26-31
  본 연구에서는 연골재생에 간엽 줄기세포를 효과
적으로 이용하기 위해 사람의 골수 유래 간엽 줄기
세포에서 발현하며, 관절연골 손상 시 발현이 증가
하는 주화성인자 수용체를 발굴함으로써 관절연골 
손상에 따른 골수 유래 간엽 줄기세포의 주화성을 
유도할 수 있는 화학주성인자를 선별하였다.
  연골세포로의 분화능을 지닌 간엽 줄기세포는 골
수 내 존재하는 세포수의 약 0.001～0.01%로서 매우 
적은 수로 존재한다.32 따라서 손상된 관절 연골조직
의 원활한 재생을 위해서는 골수로부터 많은 수의 
간엽 줄기세포를 연골 손상부위로 유입시키는 것이 
중요하다. 골관절염 등이 발병하여 관절연골이 손상
되면 치유 초기반응으로 전염증성 사이토카인들 
(IL-1β 또는 TNF-α)이 분비되고 이에 자극받은 연
골세포 등에 의해 다양한 화학주성인자 및 기질분해
효소 등이 분비된다.33 본 연구에서는 관절연골 손상 
시 분비되는 전염증성 사이토카인을 이용하여 체내 
골관절염 질환모델과 유사한 체외 연골조직 손상환
경을 조성하여 간엽 줄기세포에서 발현이 증가하는 
주화성인자 수용체를 선별하고, 이에 해당하는 리간
드를 분석한 결과 CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR4, 
CXCR6, CXCR7 등의 수용체가 선별되었고, 이에 특
이적으로 결합하는 리간드인 SCYA-25, SCYA-28, 
IL-8, CXCL-16, SDF-1 등의 주화성인자들이 골수유
래 간엽줄기세포의 주화성을 촉진시킬 것으로 사료
된다. 또한, 동물의 특정 부위에 이식된 간엽 줄기세
포는 주변 조직 특이적 미세환경으로부터 받는 세포
자극에 의해 주변조직 세포로 분화하는 것으로 알려
져 있다.34 즉, 선별된 주화성 인자를 관절 손상부위
에 처리하면, 간엽 줄기세포의 세포이동을 촉진하여 
간엽 줄기세포를 체내에서 직접 충분히 유입시킴으
로써 손상된 연골 조직을 보다 효과적으로 재생할 
수 있을 것으로 사료된다.
  다분화능을 지닌 골수 유래 간엽 줄기세포는 골, 
연골 또는 지방조직 등의 특정 미세환경(niche)에 노
출되면 주변조직의 세포로 분화하는 특성이 있다. 
골수 내에는 주화성인자를 포함한 다양한 사이토카
인이 존재하며 이들에 의해 염증반응 및 조직수복이 
조절된다.34,35 최근에는 골수 내 간엽줄기세포가 피
부 등의 조직 손상부위에서 분비되는 주화성인자를 
향해 이동하여 해당조직 손상부위를 재생하는 것이 
보고되고 있으며, 주화성인자에 의해 다수의 간엽줄
기세포가 모여들고 재생기전이 촉진되는 것이 확인
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되었다.36 따라서 본 연구를 통해 선별된 관절 연골
손상 시 간엽줄기세포에서 증가하는 주화성인자는 
손상된 연골조직재생을 촉진할 것으로 사료된다.
  조직이 상처를 입으면, 생체는 곧 반응해서 상처
를 빨리 회복하려고 한다. 상처 치유과정에 있어서 
염증반응은 필수적이다. 주화성 인자 등을 포함한 
전염증성 인자의 분비 또는 염증성 세포의 유입을 
유도하는 염증반응은 다양한 감염이나 조직손상에 
대해 반응하는 정상적인 생리과정이지만, 오히려 과
도하거나 지속적인 염증반응이 조직손상을 유도하
고 결과적으로 질병을 유발한다. 한편 간엽 줄기세
포는 다양한 기전을 통하여 염증반응을 조절하여 정
상적인 상처치유가 일어나도록 유도하는 것으로 알
려져 있다.37-39 앞으로 추가적인 실험이 더 수행되어
야 하겠지만, 본 저자들은 본 연구를 통해 선별된 주
화성인자를 손상된 관절연골의 치료에 응용했을 때 
주화성인자에 의해 유입되는 염증성 세포에 의해 유
발될 가능성이 있는 과도한 염증반응은 염증성 세포
와 함께 관절 연골 손상부위로 유입된 간엽 줄기세
포에 의해 적절하게 조절될 것으로 예상한다.
  본 연구를 통해 선택된 주화성인자(SCYA-25, 
SCYA-28, IL-8, CXCL-16, SDF-1)를 사용하면 체내
에서 직접 간엽 줄기세포를 유입하기 때문에 질 좋
은 세포원을 확보할 수 있으며, 거듭된 수술 등의 기
존 방법의 단점을 보완할 수 있으므로 보다 효과적
인 관절연골의 치료법을 개발하는 데에 도움을 줄 
것으로 기대된다.
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